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第Ⅱ章      研究背景 































































1  狭義のアクアポリン（水選択性）：アクアポリン 0, 1, 2, 4, 5, 6 
2 アクアグリセロポリン（水以外も輸送）：アクアポリン 3, 7, 9 ,10 
3 細胞内アクアポリン：アクアポリン 8 
4 スーパーアクアポリン：アクアポリン 11, 12 
上記の 3 は細胞内小器官（オルガネラ）にも分布し植物の液胞に局在すると言わ






ン-1 において 3.8 オングストロームの原子レベルの解明に成功している。10)  
300 前後のアミノ酸から成る比較的小さな膜蛋白で、アスパラギン、プロリン、
アラニンからなる NPA ボックスが配列中に 2 回存在している。細胞膜には 4 量体で
存在するが 1 つの分子に 1 つ水通過の孔が開いている。 
その後、アクアポリンの異常と関連した疾患についての研究も進歩しアクアポリン


















第Ⅲ章      研究目的 
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第Ⅳ章      研究方法 
1 マウス耳管におけるアクアポリンサブタイプに関する免疫組織化学。 
1-a マウス耳管切片標本の作製 
実験動物として鼓膜所見正常で 8～12 週齢の CBA/JNCrj マウス 5 匹を用いた。 
ジエチルエーテル吸入による深麻酔下にマウスを開胸し、右心耳を切開した後に左心
室から 0.01M リン酸緩衝生理食塩水（PBS, pH 7.2）を注入して脱血させ、次に 10%
緩衝ホルマリン液をゆっくりと注入して還流固定を行った。さらに断頭したマウス頭
部を 1%酢酸加 10%緩衝ホルマリン溶液で 2 時間、常温で浸漬固定した。0.01M PBS























一次抗体の一覧、二次抗体は表 1 に示している。 
耳管組織を含むパラフィン切片を、60℃で 15 分加熱、その後 5 分間冷却し、抗原性
賦活化処理を行った。続いてキシレンによる脱パラフィン処理とエタノール系列によ
る再水和処理を行い、0.01M PBS (pH 7.2) に浸漬・洗浄した。続いて内因性免疫グ
ロブリンによる非特異的反応の防止目的に、二次抗体の宿主動物と同じ生物種である
ヤギ血清に常温 1 時間浸漬した。1%ウシ血清アルブミン(bovine serum albumin)で
希釈した一次抗体を、常温 12 時間、標本に反応させた。抗体の希釈倍率は 1:50 から
1:1600 の間で調整した。続いて 0.01M PBS (pH 7.2) で 4 回洗浄後、二次抗体に浸
漬し常温 30 分反応させた。 
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2  シェ－グレン症候群患者と耳管開放症に関する検討 
1 対象：当病院、血液･免疫内科通院中のシェ－グレン症候群の患者 54 名（男性 5 名、
女性 49 名、平均年齢 50.7 歳）を対象に、耳管開放症罹患の有無を検討した。 
2 スクリ－ニング：まずスクリ－ニングとしてアンケ－ト調査を実施し、アンケ－ト
では耳管開放症に特徴的な a )耳閉感 b) 自声強聴 c) 呼吸音聴取の有無と程度 d) 
体位変化による症状の変化に焦点をおき調査を実施した。アンケ－トによる有症状















気流動態法：tubo-tympano-aerodynamic graphy （TTAG 法）、b 音響耳管法
（sonotubometry）］で陽性所見を認めるものを疑い例として診断した。 
(耳管機能検査には、耳管機能検査装置（RION JK－04）を用いて検査を行った。) 
耳管機能検査は主に 2 種類の検査法で行い、 













第Ⅴ章          研究結果 
1-a マウス耳管の構造 









ンサブタイプ（aquaporin-1, 3, 4 ,5）の発現が確認された。 
アクアポリンサブタイプと耳管周囲組織の発現部位の要約は表 2 に示している。 










アクアポリン-4 の発現様式は、図 6a（弱拡大）、6b（強拡大）、6c スキームで示した。
上皮細胞の基底側細胞膜に aquaporin-4 の強い発現を認めた。スキームでは、緑色で
発現部位を示している。 





図 8 は、今実験で発現を認めたすべてのアクアポリン 1,3,4,5 の発現様式を、図 3 の
マウス耳管のパラフィン切片矢状断のHematoxyline-Eosin染色像のスキームに示し
ている。 
表 2 は、マウス耳管周囲組織において発現が確認されたアクアポリン‐1,3,4,5 の 4








 対象の性別、年齢分布を図 9 に示す。57 名中、男性 4 名、女性 53 名で、80%以上
の症例が 40 歳以上と中年以降の女性に多い結果であった。 
これらの患者に対するアンケート調査で、耳管開放症を疑う耳閉感、自声強聴、呼
吸音聴のいずれかの症状を有する症例は 13 例であった。図 10 では 13 症例の各自覚
症状の内訳を示す。耳閉感 12 例(22.2%)、自声強聴 8 例(14.8%)、呼吸音聴取 5 例(9.2%)
となり、さらに二次検診で診察したところ、これらの自覚症状のある 13 症例中、耳
管開放症確実例が 3 例、耳管開放症疑い例が 3 例診断された。その他の 7 例は、滲出
性中耳炎 1 例、感音難聴 1 例、異常無し 5 例であった。  
以下に、実際の代表的な症例を提示する。 












られたが(図 11)、耳管鼓室気流動態法 (TTAG 法)では、明らかな耳管開放所見を認
められなかった。 
以上より左耳管開放症の診断のもと、鼻すすり癖の中止の指導、ならびに生理的食

















第Ⅵ章          考察 
1 マウス耳管におけるアクアポリンの発現様式 
マウス耳管におけるアクアポリンの発現と、アクアポリン-1, 3, 4, 5 の 4 種類のサブ
タイプがそれぞれに特異的な部位に発現していることが判明した。その他のアクアポ
リンサブタイプについても同様の実験を行い検討したが、アクアポリン-2, 6, 8、アク













アクアポリン-3 は耳管粘膜上皮の基底側細胞膜に発現を認めたが 、Kang ら 19)の
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今回の調査の結果、シェーグレン症候群患者 54 症例中 3 例に耳管開放症の存在を
認め、その有病率は 5.5%であった。耳管開放症の発症頻度は、報告者によりかなり
の違いがあり、Zöllner22)は 0.3%と報告したが、多い報告では、Flisberg ら 23)、 









たが、群間で多尐の差があり、それぞれの群の有病率は、高齢者 5/972 ( 0.5% )、職




























2- b シェ－グレン症候群とアクアポリンの関係からの考察 
ヒト唾液腺において分布しているアクアポリンサブタイプは、アクアポリン-1, 3, 5






アクアポリン-3 は Gresz ら 21) によれば、健常者において唾液腺の粘液腺、漿液腺細
胞の基底側に免疫組織学的にのみ発現がみられた報告があるが、その後の文献で唾液




Steinferd ら 30) がシェ－グレン症候群によって口腔内乾燥が出現している症例に
おける小唾液腺の免疫組織学的実験では、アクアポリン-５は腺房細胞の基底側細胞
膜に発現し、口腔内乾燥症状のある健常者では、逆に腺房細胞の頂面側に発現してい






































第Ⅶ章      結論 
1）耳管における水分調節に注目し、マウス耳管周囲におけるアクアポリンサブタイ
プの発現様式を免疫組織化学的に検討した。その結果、マウスの耳管周囲組織におい
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図 3：耳管が確認できるマウス頭部の矢状断標本のパラフィン切片の Hematoxyline 
- Eosin 染色像である。 
ET(eustachain tube): 耳管、CA(cartilage): 耳管軟骨、SG(serous glands): 漿
液腺、MG(mucous lands): 粘液腺、MU(muscles): 筋組織。 






管内皮細胞（→ 灰色）に弱い染色を認める。＊ :耳管内腔; 黒矢尻：
耳管軟骨。倍率は、標本写真右下方に基線で示し 50μm である。 






図 6-a, b , c：耳管周囲組織におけるアクアポリン-4 (AQP 4)の局在。 
図 6-a(弱拡大)、6-b(強拡大)、6-c スキーム。倍率は、標本写真右下方




図 7-a, b , c：耳管周囲組織におけるアクアポリン-5 (AQP 5)の局在。 
図 7-a(弱拡大)、7-b(強拡大)、7-c スキーム。倍率は、標本写真右下方







図 8：図 3 のマウス耳管のパラフィン切片矢状断の Hematoxyline-Eosin 染色像に
対応して作成したスキーム上に、耳管周囲組織に発現が確認されたアクアポリ
ンサブタイプの特異的な局在を色別で示す。アクアポリン-1 は水色、アクア




57 名中、男性 4 名、女性 53 名で、80%以上の症例が 40 歳以上と中年以降の
女性に多い結果であった。 
図 10：耳管開放症の診断症例における自覚症状の内訳と診断症例の年齢分布を示す。 
     自覚症状の内訳は、耳閉感 12 例 12/54(22.2%)、自声強調 8 例 8/54(14.8%)、
呼吸音聴取 5 例 5/54(9.2%)であった。（上図） 
：耳管開放症の診断症例の年齢分布をグラフで示すと、耳管開放症の診断症例



























第Ⅹ章     付表 
表1: 本研究1の実験に使用したアクアポリンサブタイプ（アクアポリン-1, 2, 3, 4, 5, 
6, 7, 8, 9）の一次抗体名とその販売元と製造番号。二次抗体の抗体名と販売
元、製造番号を示す。 
表 2：マウス耳管周囲組織においてアクアポリン-1, 3, 4, 5 の 4 種類のサブタイプで
それぞれ特異的な部位に発現していることが確認された。 
発現されたアクアポリンサブタイプ別に発現部位を明記している。 
また、発現の様子を 4段階(++++ : strong expression, ++ : moderate, + : weak,     



























１．本日は 平成 年 月 日
２．お名前 ３．所属
















D. その症状の程度は？ ⇒ （わりと軽い、中くらい、気になるくらい重症）
E. その症状は
①いつ頃から始まりましたか？⇒ 平成 年 月頃から
②いつ頃まで続きましたか？
⇒ (      )   平成 年 月ごろまであった







































































Anti-mouse aquaporin 1 CHEMICON, USA, #20080862
Anti-mouse aquaporin 2 almone labs . , Israel, #AN-03
Anti-mouse aquaporin 3 almone labs. , Israel, #AN-02
Anti-mouse aquaporin 4 almone labs. , Israel, #AN-01
Anti-mouse aquaporin 5 CHEMICON, USA, #20110670
Anti-mouse aquaporin 6 ALPHA DIAGNOSTIC,
USA #3237A2
Anti-mouse aquaporin 7 CHEMICON, USA, #20060310
Anti-mouse aquaporin 7 ALPHA DIAGNOSTIC,
USA #3238A
Anti-mouse aquaporin 7 CALBIOCHEM,USA,#B34100
Anti-mouse aquaporin 8 ALPHA DIAGNOSTIC,
USA #3238A3
Anti-mouse aquaporin 9 CHEMICON, USA, #20070422
Anti-mouse aquaporin 9 ALPHA DIAGNOSTIC,
USA #3232A















＋＋ － － －
軟骨細胞
＋＋ － － －
毛細血管内皮細胞
＋ － － －
粘膜上皮基底側
細胞膜
－ ＋＋＋ ＋＋＋ －
粘膜上皮頂面
細胞膜
－ － － ＋＋＋
横紋筋細胞
細胞膜
－ － － －
漿液腺細胞の頂面
(管腔膜側)
－ － － ＋＋
表２
＋＋＋：strong expression,＋＋：moderate,＋：weak,－：none
